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Verwendung von Wirksubstanzen zur Prophylaxe und/oder Tberapie 

von vi^ruserkrankungen 



5 Gebiet- der Brfindung. • 

Die Brfindung betrifft ein Testsystem zur Findung von Wirksub- 
stanzen, welche zur Prophylaxe und/oder Behandlung von Virus- 
erkrankungen geeignet sind, Verwendungen solcher 
10 Wirksubstanzen zur Herstellung einer pharmazeutischen Zuaam- • 
m9nSeUUn9 ZUr P ^ylaxe und/oder Behandlung ■ von Vi.user- • 
.krankungen, Formulierungen far solche phattnazeutischen 

Zusarnmensetzungen sowie Verfahren zur Herstellung solcher - 
. Pharmazeutischen Zusamroensetzungen. 
15 . 

Stand der Technik und Hintergrund der Erfindung 

InreKtionen mit RNA- Oder DNA-Viren stellen eine bedeubende 
20 Gesundheitsbedrohung fur Mensch und Tier dar/ 2u den RNA -viren 
geh6ren die Negativ-Strang-RNA viren, wie beispielsweise xn- • 
fluenza Viren oder das Borna-Disease virus. Infektiohen mit 
xnfluenza-Viren gahOren iaaner noch zu den groAen Seuchen der 
Menschheit und fordern Jahr fflr Jahr eine ' Vielzahl an 
25 «i. sind gesamtwirtaehaftiich,. etwa durch Jrank- 

beitsbedingte Arbeitsunf ahigkeit, ein inonenser Kostehf aktor . 
Von ebenfalls wichtiger wirtschaftlicher Bedeutung sind Infek- 
tionen mit dem B=rna Disease Virus < BD V) , d as vor allem Pferde 
und schafe befallt, jedoch auch schon beixn Menschen iso^iert ' 
30 wurde und bier in Zusammenhang ntit neurologic Erkrankungen" 
gebracht wird* y 
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Das Problem der Bekampfung von insbesondere RNA-Viren 1st die 
durch eine hone Fehlerrate der viralen Polymerasen verursachte 
wandlungsfahigkeit der Viren, die sowohl die Hers'tellung 
geeigneter Impfstoffe als auch das . Entwickeln von antiviralen 
5 Substanzen sehr schwierig macht ♦ 

DarCiber hinaus hat sich gezeigt, dass die Anwendung von an- 
tiviralen Substanzen, die direkt gegen Funktionen des Virus 
gerichtet sind, zwar zu Therapiebeginn eine gute antivirale 
10 Wirkung zeigen, aber mutationsbedingt sehr schnell zur Selek- 
tion resistenter Varianteri f uhrt . Bin Beispiel hierfur ist das 
anti-lnfluenza-Agens Amantadin urid d.essen Derivate,* welches 
bzw. welche gegen *ein Transraembranprotein des Virus gerichtet 
ist bzw. sind. Innerhalb kurzer Zeit nach Anwendung bilden 
15 sich resistente Varianten des Virus « 

Ein weiteres Beispiel sind die neuen Therapeutika fur Influen- 
zainfektionen, die 4 das Influenza-virale Oberf lachenprotein 
Neuraminidase hemmen... Hierzu gehort beispielsweise Relanza. In 
20 Patienten wurden bereits Relanza-resistente Varianten gefun- 
den (Gubareva et al. , j Infect Dis 178, 1257-1262, 1998). Die 
Hof fnungen, die in dieses Therapeutikum gelegt wurden, konnten 
somit nicht erfullt Werdeh. 

25 Aufgrund ihrer meist sehr kleinen Genome und damit verbundener 
begrenzter Kodierungskapaz.itat fur replikationsnotwendige 
Funktionen sind alle viren in starkem Mafie auf Funktionen 
ihrer wirtszellen angewiesen. Durch Einf lussnahrae auf solche 
zellulare Funktionen, die far die virale Replikation notwendig 

30 sind, ist es moglich, die Virusreplikation in der infizierten 
Zelle negativ zu besintrachtigen. Hierbei besteht far das Vi- 
rus nicht die MSglichkeit, durch Anpslssung, insbesondere durch 
Mutationen, die fehlende zellulare Funktion zu ersetzen, um so 1 
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dem Selekfcionsdruek z'u entweichen. Dies konnte am Beispiel des 
Influenza A virus mit relativ unspezif ischen Hemmstof fen gegen 
zellulSre Kinasen und Methyltransferasen bereits gezeigt wer- 

• den • (Scholtissek und Mailer, Arch Virol li9, 111-118, 1991).' 
' 5 . • 

, Es 1st bekannt, dass Zellen fiber eine Vielzahl von Signaluber- 
• tragungawegen verfugen, mit Hilfe derer auf die Zelle einwirk- 
ende Signale in den Zelikern Obertragen werden. Dadureh kann 
die Zelle auf auliere Reize reagleren und mit Zellprolif era- . 
10 tion, Zellaktivierung, t»if ferenzierung. oder kontrollierteni 
Zelltod reagieren. 

Diesen signalubertragungswegen ist gemeinsam, dass sie minde- 
stens eine Kinase enthalten, welche durch Phosphorylierung 
15 mindestens ein naehfolgend signalubertragendes Protein 
aktivieren. 

Bel Betrachtung der zellularen Prozesse, die nach Virusinfek- 

• tionen induziert werden, findet man, dass eine Vielzahl von , 
20 DNA- und RNA-Viren in der infizierten Wirtszelle bevorzugt 

einen definierten Signalttbertragungsweg, den sogenannte 
Raf/MEK/ERK-Kinase-Signalubertragungsweg aktivieren. Dieser 
Signalttbertragungsweg ist einer der wichtigsten Bignaltibertra- 
gungswege in einer Zelle und spielt eine bedeutende Rolle in 
25 Proliferations- und Dif ferenzie'rungsprozessen (Cohen, Trends 
in Cell Biol 7,. 353-361, 1997? Robinson und Cobb, 
Curr.Opin.Cell Biol 9, 180-185, 1997; Treisman, Curr.Opin Cell 
Biol 8, 205-215, 1996) . , 

30 Die Untersuchung der Rolle dieses Signalubertragungsweges in 
zellularen Entscheidungsprozessen hat zur Identif izierung me- 
hrerer pharmakologischer Inhibitoren gefOhrt, welche den Sig- 
nalubertragungsweg unter anderem auf der Ebene von MEK, also 
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relativ am Beginn des Signalubertragungsweges hemmen (Alessi 
et al., J Biol Chem 270, 27489-27494, 19.95; Cohen, Trends, in 
Cell Biol 7, 35.3-361, 1997; Dudley et al., -PNAS USA 92, 
7686-7689, 1995;. Favata et al., J Biol Chem 273, 18623-18632, 
5. 1998) . • 



£$1 




Neuere Daten zeigen, dass die Inhibition des Ras-Raf-MEK-ERK- 
Signalubertragungsweges oder eines weiteren Signalubertragung- 
sweges, des MEKk/sbk/ .TOK-signalubertragungsweges, durch Wirk- 
.10 substanzen, walche relativ selektiv eine der an diesem , 

Signalubertragungsweg beteiligten Kinasen, beispielsweise die 
MEK oder die SEK inhibieren, die intrazellulare Vermehrung von 
intranuclear replizierenden Negativstrang-viren, beispiels- 
weise von ' influenza A Virus und Borna Disease -Virus (BDV) 
15 drastisch hemmen kann (Pleschka et al., Nature Cell Biol 3, 
301-305, 2001; Planz et al., J Virol 10, 4871-48.77, 2001; 
PCT/DE 01/01292; DE 101 38 912). 




Bislangwar bekannt, dass Influenza- Viren vorzugsweise den 
20 Ref-MEK-ERK-Signalubertragungswag oder .den MEKK/SEK Sig- 
nalubertragungsweg fur ihre Vermehrung nutzen und demzufolge 
eine Hemmung dieser Signalubertragungswege zu einer voll- ■ 
standigen Hemmung der Virusvermehrung fuhrt. Da in einer Zelle 
die Signalubertragungswege jedoch kaum eine in sich ab- 
2S gesohlossene Funktionen aufweisen, sondern bei Aktivierung de S 
einen Signalubertragungsweges uber Kreuzvernetzungen weitere 
Signalubertragungswege in unterschiedlichem AusmaB zusatzlich 
aktiviert werden, ist grundsatzlich nicht auszuschlieilen, dass 
ein gehemmter Signaltibertragungsweg sowohl von der Zelle als 
auoh von den Viren umgangen werden kann und der therapeutische 
Effekt. einer wirksubstanz, die eine virusvermehrung durch Hem- 
mung eines bestimmten signaltlbertragungsweges hemmt, hierdurch 
eingeschrankt werden konnte. . 



30 
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Daher besteht ein grofler Bedarf f.ur das Auffinden und Ver- 
wenden antiviraler Wi'rksubstanzen, welche zusatzlich oder er- 
• .ganzend zn solchen wirken, die Kinasen von zellularen 
5 Signaltibertragungswegen, beispielsweise des Raf-MPK-SRK- . 
. Signalubertragungsweges oder. des MEKK/SEK/ JNK- 
Signalubertragungsweges hentmen. Solche Wirkstoffe sind bereits 
in den Literaturstellen PCT/DE 01/01292 und DE 101 38 912 
beschrieben worden. 



10 




Einer der bedeutenden Signalubertragungswege in der Zelle 1st 
der nukleare Faktor von kappas (NF-kB) -signalabertragungs- 
weg. zentralet Bestandteil dieses Ober.tragungsweges ist der 
heterodimere NF-kB-rranskriptions-Proteinkomplex, bestehend ■ 
15 einerseits aus P 50 (entstandeh aus der Proteoiyse . von NE-kBl 
( P 105)] oder axis p52 [entstanden aus der Proteoiyse von 
NF-kappaB2 (piooyj und andererseits aus p65 (RELA) , c-REL oder 
RELB. Der haufigste NF-kB-Komplex besteht aus pSO und P 65 . 
Die Trans kriptionsaktivitSt dieses NF-kB-Komplexes wird ge- 
20 hemmt durch die Bindung der Inhibitorproteine von NFkB (IkB) 
an die nukleSre Bindesequenz von p 65. Hiefdurch verbleibt der 
Komplex im Zytoplasma. Aktivierung der Zelle beispielsweise 
dtirch Wachstumsfaktoren, Chemokine, TNFalpha, Il-i, • 
CD40-ligand r LPS oder im Rahmen einer Infektion mit Viren 
25 fuhrt.zur Aktivierung von Kinasen wie der "NF-kB-induzierenden 
Kinase" (NIK) , der Kinase TAK, der Kinase .AKT und miJglicher- 
weise auch der Kinase MEKK1 . Diese Kinase fuhren zur Ak- 
tivierung des "inhibitor von kB (IkB) -Kinase" ' (IKK) -Komplexes, ' 
bestehend aus IKKalpha,' IKKbeta und NEMO . Aktiviertes IKK 
30 phosphoryliert IkB und fuhrt so zu dessen Degradierung und 
eriaubt damit die Freisetzung, nukleare Translokation und Ak- 
tivierung der Transskriptionsaktivitat des p50/p65- Het- 
erodimers. Ein weiterer NF-kB Komplex besteht aus plOO und 
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RELB. Aktivierung der Zelle durch Lymphotoxine f.uhrt, vermut- 
.lich bevorzugt vermittelt durch NIK, zur. Aktivierung von IK- 
Kalpha. Das aktivierte IKK induziert die Phosphoryiierung und 
damit die Proteolyse von plOO zum p52, welches wiederum im 
5 Komplex mit dem RELB in den ' Zellkern translozieren und dort 
als Transkriptionsfaktor aktiv werden kann. s 

Es ist bekahnt, dass i) nicht-steroidale anti-inf laroroatorische 
Substanzen (nsaIDs) , wie beispielsweise Sulindac (Yamamoto et .. 

10 al. r J Biol Chem 274,27307-27314, 19.99; Berman et al . , Clin 
Cancer Res 8, 354-360, 2002) oder Derivate von Sulindac wie 
beispielsweise sulindac Sulfoxid, Sulidac Sulfon, Sulindac 
Sulfid oder Behzylamid Sulind.ac-Analqga (Moon und Larner, Can- 
cer Research 62, 5711-5719,2002) oder AcetylsalizylsSure oder 

15 SalizylsMure (Yin et all, Nature 396, 77-60,1998) oder Cur- 
cumin {Oncogene 18, 6013-6020, 1999) durch Hemmung der 
IKKbeta, ii) NEMO bindende Peptide (May et al., Science 289, 
1S50-1554, 2000), Proteosom Inhibitoren wie beispielsweise 
PS-341 (Tan und Waldmann, Cancer Res 62, 1083-1086,2002; Adams 

20 Trends Mol Med, 8, 49-54, 2002) oder iii) Antisense Nukleotid- 
sequenzen spezifisch far p65 oder p50 (Higgins et al * , PNAS- 
USA .90, 9901-9905,1993) die Aktivierung des NF-kB- 
Signalttbertragungsweges hemmen konnen. Bislang warden diese 
Hemmstoffe jedoch ausnahmslos geprdft far ihre Verwendung als 

25 Wirkstoffe zur Beeinf lussung von Entzttndungen und des 

Wachstums von Tumoren, da bei beiden Indlkationen die be- 
teiligten Zellen eine erhohte Aktivierung des NF-kB Sig- 
nalObertragungsweg aufweisen (Karin et al . , Nature Reviews 
Cancer 2, 301-310, 2002). 



30 



Bislang bestand die Vorstellung, dass eine Virusinf ektion, 
im Besonderen auch eine Infektion mit Influenza-Virus, 
uber die Aktivierung der- IKK den NF~kB Signalweg 
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aktiviert, welcher rtiederum entscheidend beteiligt 1st an 
der durch dies© Infektion erhohten Expression von antivi- 
ral aktiven Proteinen wie beispielsweise Interferon (Chu 
et.ai:, Immunity 11,721-731,1999). In Obereinstimmung mit 
5 dieser Vorstellung 1st der Befund, dass die Influenza- • 
Virus induzierte Aktivitat des Interf eron-fi-Promotors 
stark reduziert 1st in Zellen, welche eine transdominant 
negative Mutation von IKK2 oder von ikBalpha exprimieren 
(Wang et al., Virol 74,11566-11573,2000). Andererseits gibt 
10 es .den diesen Vorstellungen und Befunden widersprechenden Hln- 
™ *sr*a> ■ Wel3> daSS Acet y lsali2 y lsa ^e, bekannt als Inhibitor der IKK , 

in Zellkultur . auch Influenza-Virus Infektionen hemmen 

kann, dieses jedoch erst ab Konzentratlonen von 5-10 mM (ent- 
. sprechend 0, 3-1,8 mg/ml) . Derartige Konzentratlonen sind iin 
15 Blut nach oraler Verabreichung von Acetylsalizylsaure ohne 

erhebliche Nebenwirkungen praktiseh nicht erreichbar (Huang ' 
und Dietsch, New Bngl J Med 319,797, 1988). Acetylsalizylsaure 
gilt ale das toxischste aller derzeit fr.ei verfugbare Anal- 
getika mit der geringsten therapeutischen Breite (Jones, Am J 
,20 Ther 9, 245^257,2002). Zwar spekulierten Huang und Dietsch, 

durch eine- Verabreichung von Aerosol hohere -und damit antivi- 
ral wi.rksame Konzentratlonen lokal in den Atemwegen zu 
erzielen. Diese Empf ehlungen wurden bisiang Jedoch nicht umge- 
setzt, da allein schon die bisher bekannten klinischen Neben- 
25 wirkungen nach oraler Verabreichung einer ansonsten als 

nicht-toxisch geltenden Dosis von lOOmg Acetylsalizylsaure 
dazu funrten, vor der Einnahme von Aspirin bei Virusgrippe 
besonders bei Kindern zu warnen (Gebrauchsinformation 
Z. Nr. 14. 252 der Bayer AG zum Acetylsalicyl.s&ure (ASS) -Praparat 
30 Aspirin®) . 



Technisches Problem der Erfindung 
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f t Der Erfindung liegt daa technische Problem zu Grunde, 

A- . Testsystem zu schaf fen,., mit welchen sich verbesserte Wirksub- 

stanzen zur Prophylaxe und/oder Behandlung von-' Viruserkrankun- 
5 gen finden lassen, sowie pharmazeutiseha' Zusammensetzungen urid 
. Formulierungen fur solche Indikationen anzugeben. 



Grund*ttge der Erfindung und Ausffihrungsformen. 

10. . . 

» * 

Die Erfindung beruht auf den uberraschenden Erkenntnissen, 
da3S i) . Wirkstoffe ' welch'a den zeliularen. NF-kB Signalttbertra- 
gungsweg hemmen, die Vermehrung von Viren in einem Organismus 
hemmen kflnnen, ii) bei lokaler Verabreichung geringere Konzen- 
15 trationen des erf indungsgemaa eingesetzten Wirkstoffes antivi- 
ral wirksara sind.als aus den in vitro Daten ableitbar, iii) 
der erfindungsgemaU eingesetzte- Wirkstof f Acetylsalizylsaure 
aerogen in Konzentrationen von 0.1 bis 4 mM verabrei.cht eine 
deutliche Hemmung der Inf luenza-Virusvermehrung in der Lunge 
20 und ira Gssamtorganismua und einen systemischen Heileffekt ohne 
Beeintrachtigung des Ailgemeinbef indens bewirkt, obwohl derar- 
tige Konzentrationen der Acetylsalizylsaure in vitro keine 
antivirale Wirksamkeit gezeigt. haben. Hohere Dosen von Acetyl- 
salizylsaure, beispielsweise Acetylsalizylsaure in Konzentra-; 
25 tionen von 10 mM, waren vergleichsweise nieht starker, noch 
' hfihere Dosen (bis SO mM) deutlich geringer antiviral wirksam 
als die niedrigen, erf indungsgemaften Konzentrationen., 
Zusatzlich - erwiesen sich Konzentrationen ab 20mM nach aero- 
gener Verabreichung. als toxisch. 

30 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwendung 
mindestens einer Wirksubstanz zur Herstellung einer pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie von 
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mindeste'ns einer Viruserkrankung, wobei die Wirksubstanz (en) 
auf mindestens einen Bestandteil des NF-kB signalubertragung- 
swegea hemmend einwirkt, sodass eine Virusvermehrung im Organ- 
. ismus gehemmt wird* Bestandteil des NP-k& signalubertragungs- 
5 weges sind beispielsweise : Tumor necrosis factor receptor as- 
. sociated factor (TRAF) , NF-kB inducing kinase (NIK) , Mitogen- 
activated protein kinase kinase kinase 1 (MEKKKl) , Mitogen- 
activated protein kinase kinase kinase 3 (MEKKK3) , .AKR mouse 
thymoma- Kinase (AKT), TGFfl activated kinase (TAKl) , Inhibitor 
10 of NF-kB kinase alpha (XKKalpha), Inhibitor of NF-kB kinase 
. beta (IKKbeta)V NEMO, Inhibitor von kB (IkB) , RELA (p65), 'C- 

REL ' RELB ' NF ~ kBl (P 3 - 05 )./ NF— kB2 • (plOO) / P50, P52. ; . 

i Zu den erf indungsgemafi einsetzbaren Wirksubstanzen gehoren 

15 beispielsweise: Inhibitoren einer Kinase des NF-kB Sighaltfber- 
tragungsweges [hier2U gehoren nlcht-steroidale anti- 
.inflammatorische, die NF-kB Aktivierung ihhibierende Substah- 
zen, wie beispielsweise Phenylalkylsaurederivate wie beispiel- 
sweise Sulindac (Yamamoto e.t al., J Biol Chem* 274', 27307-27314, 
' 20 199^; Barman et al Clin Cancer Res 8, 354-360, 2002) oder' 

Derivate von Sulindac wie Sulindac- Sulfoxid, Sulidac- Sulfon, 
Sulindac- Sulfid, Benzylamid Sulindac-Analoga {Moon und 
Lerner, cancer Research 62, 5711-5719,2002), Sali- 

j 

cylsaurederivate .wie beispielsweise salicylsaure selber oder 
25 Acetylaalizylsaure (Yin et al, , Nature 396, 77-80,1998) Sali- 
cylamid, Salacetamid, Ethenzamid, Diflunisal, Olsalazin oder 
Salazosulf apyridin, Curcumin (Oncogene 18, 6013-6020, 1999), 
Antioxidantien wie Pyrrolidine-dithiocarbamate "(PDTC;. Piette 
et al. Biol Chem 378, 1237-1245, 1997), oxicame wie beispiel- 
30 sweise Pirdxicam (Liu et al., J Biol Chem 13, , 2002), Vita- 
min E und* Derivate hiervon, wie beispielsweise 
Pentamethyl-hydroxychroman (PMC, Hattori et al., Biochem Mol 
Biol Int 35, 177-183; 1995), 17 beta Oestradiol und Derivate 
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hiervon (Deshpande et al Am J Reprod Immunol 38,, 46-54, 1997) f 
• Polyphenole des Tees wie beispielsweise. (-) -epigallo- 
catechin-3-gallat (EGCG, LiA et al Biochem Pharmacol 58, 911- 
915, 1999), Bayll-7182 .Misra und Pizzo Arch Biochem Biophys 
' 5 386, 227-232,20.01)], Peptide, welche die Interaktion von 

mindestens zwei Komponenten. des NF-kB Signalubertragungsweges 
inhibieren; hierzu gehoren beispielsweise an NEMO bindende 
Peptide (May et al Science 289', 1550-1554, 2000), Inhibitoren 
des E>roteosoms, wi© beispielsweise PS-341 ( Tan und Waldmann, 
10 Cancer. Res 62, 1083-1086, 2002; Adams Trends Mol Med 8, 49-54, 
2002) und Lactacystin (Morise und Grisham J Clin Gastroenterol 
27, 87-90,1998), Antisense-Oligonukleotide , welche sich spezi- 
fisch an die DNA-Sequenz Oder m-RNA Sequenz kodierend fur eine 
Komponente des NF-kB signalttbertragungsweges anlagern und - 
15 deren Transkription Oder Translation inhibieren, beispiel- 
sweise Antisense Nukleotidseguenzen spezifisch fur p65 oder 
p50 ( Higgins et al PNAS-USA 90, 9901-9905,1993), Dominant 
negative Mutanten einer Komponente des NF-kB SignalCiber- tra- 
gungsweges; dsOligonukleotlde, die geeignet sind zur gezielten • 
20 Degradierung der mRNAs einer Komponente des NF-kB Signaluber- 
tragungsweges durch die RNAi-Technologie entsprechend der 
Methode, wie von Tuschl et al (Genes Dev 13': 3191-3197, 1999) 
unci von Zamore et al (Cell 101: 25-33, 2000 ) ' beschrieben, An- 
tikorper oder Antikorperf ragmente spezifisch fur eine Kompo- 
25 nente des NF-kB Signalttbertragungsweges , oder Fusionsproteine, 
enthaltend mindestens ein Antikorperf ragment, beispielsweise 
ein EV-Fragment, welche mindestens eine Komponente des NF-kB 
signalttbertragungsweges inhibieren. 

30 Wirksubstanz im Sinne der vorllegenden Erfindung ist eine Sub- 
stanz, die in der Lage ist, auf mindestens eine Komponente des 
NF-kB Signalttbertragungsweges direkt depart einzuwirken, dass • 
eine Virus vermehrung im wesentlichen geheramt ist* Weiterhin 
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sind als Wirksubstanzen im Sinne d ie5er Brfindung Derivate 
dieser Wirksubstanzeri zu verstehen, die beispielsweise dure* 
enzymatische Spaltung in eine erf indungsgemafie aktive Wirksub- 
stanz umgewandelt warden. Wirksubstanzen im Si . n ne der vorlieg- 
5 enden Erfindung sind aufterdem Voratufen von Wirksubstanzen, 
welche metabolisch in . eine erf indungsgemaii aktive Substanz 
umgewandelt warden. 

Bevorzugt erfolgt die Verwendung raindestens einer erfindungs- 
10 gemalien. Wirksubstanz zur Prophylaxe . oder Therapie einer Virus- 
erkrankungen, die durch SNA- oder DNA-Viren, vorzugsweise 
Negativstrang-RNA Viren, beiapielsweise Inf luenza-Viren, oder 
B°rna-Viren, hervorgerufen werden. Hierzu wird die erfindungs- 
. gemalie Wirksubstanz systemisch oder lokal, beispielsweise der- 
3 5 mal, nasal, aerogen, in eine Korperh5hle oder in ein Gewebe 
verabreicht. 

Weiterhin bevorzugt ist die Verwendung von Acetyisalizylsaure 
zur Prophylaxe oder Therapie einer Inf luenza-Virus-Inf ektion, 
20 wobei die Acetyisalizylsaure nasal oder bronchial (aerogen) in 
.. Konzentrationen von vorzugsweise 0,1 bis 4 mM verabreicht 
wird. Die Gesamtdosis einer pro Tag beim Menschen sollfce ' 
zweckmaAigerweise im Bereich von 0,1 bis 30 mg (nasal) bzw. 
von 0,1 bis/70 mg (bronchial) liegen. Je nach Anwendung kann 
25 die untergrenze aber auch zwischen 0,1 und 20 mg bzw. 50 mg 
liegen. Je nach Anwendung kann aber auch die Obergrenze 
zwischen 1 mg bzw. 2 mg und den angegebenen Maximalwerten 
liegen. Eine Tagesdosis wird vorteilhaf terweise in 1 bis 8 
Gaben verabreicht, welche zweckmaJJigerweise gleichmaMg aber 
30 eine Wachdauer von 16 Stunden verteilt sind. Bine Behandlung 
erfolgt zweckmaAigerweise uber einen Zeitraum von 1 bis 7 
Tagen und langer. Die Erfindung umfalit insofern auch galenisch 
hergerichtete Gabeeinheiten, wobei die in einer Gabeeinheit 
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vorliegende Menge des Wirkstoffes gemafi vorstehenden Bereichen 
eines Behandlungsplanes unschwer errecheribar ist. 

Bine weitere Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
5 betrifft ein Kombinationspraparat fur die Frophylaxe und/oder . 
Therapie einer Viruserkrankung, enthaltend mindestens zwei 
antiviral wirkende Wi'irksubstanzen, wobei mindestens eine an- 
tiviral wirkende Wirksubstanz mindestens eine Koraponente des 
NF-kB Signalubertragungsweges derart hemmt, dass die Verme- 
10 hrung .des Virus in einem Organisitius gehemmt wird. Vorzugsweise 
wird diese antiviral wirkende Wirksubstanz ausgewahlt aus den 
bereits vorstehend aufgefahrten erf indungsgemaflen Wirksubstari- 
zen. Zu den weiteren antiviral wirkenden Wirksubstanzen in dem 
erf induhgsgemafien Kombinationspraparat gehdren entweder minde- 
15 stens eine andere erf indungsgernafce Wirksubstanz und/oder 
• mindestens eine antvirale Wirksubstanz wie beispielsweise: * 

Amantadin ( l~Adamantanamin) und dessen Derivate,' welches bzw. 
• welche gegen ein Transmembranprotein von einigen Inf luenza-A 
Viren gerichtet ist bzw. sind, wie beispielsweise das Riman- 
20 tadine, Therapeutika fur Influenzainfektionen, die- das 

Inf luenza-virale Oberf lachenprotein Neuraminidase hemmen. 
Hierzu gehtfrt beispielsweise Relanza, Inhibitoren des Raf-MEK- 
ERK- Signaliibertragungsweges wie zum Beispiel' U0126 Oder 
weiterer Inhibitoren/ wie sie in der PCT/DE 01/01292 beschrie- 

• 25 ben wiirden, Inhibitoren des MEKK/SEK-Signalubertragungsweges 
oder der Komponenten weiterer Signalttbertragungswege. wie sie 
.in der DE 10138 912 beschrieben wurden und synthetische Nu- 
cleosidanaloga wie beispielweise 3-Deaza adenosin und 
' Ribavirin. , 

30 

Das Kombinationspraparat kann in Form eines Gemisches o.der als 
einzelne Komponenten zur gleichzeitigen oder zeitlich unter- 
schiedlichen Anwendung an gleichen oder unterschiedlichen 
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Orten systemisch oder lokal angewendet werden. Es. gelten die 
vorstehend 2u Darreichungsformen getroffenen Ausfuhrungen 
analog. 

5 Die Verabreichung des Kombinationspraparates kann als Mischung 
der Wirksubstanzen erfolgen. Die Wirksubstanzen k6nnen pro 
Verabreichung jedoch auch getrennt voneinander an dera gleichen 
Ort, beispielsweise systemisch durch intravenose Injektion 
Oder lokal/ beispielsweise durch nasale, . aerogene oder dermale 
10 Verabreichung Oder durch Injektion in ein Gewebe oder auch an 
voneinander getrennten Orten, gleichzeitig oder' auch zu unter- 
^BffTlft schiedlicheri Zeitpunkten innerhalb eines Zeitraumes, in 

welchem die zuerst verabreichte Substanz noch Wirkung zeigt, 
beispielsweise in einem Zeitraum von drei Tagen, verabreicht 
15 werden . 

Eine besondere" Form der Verabreichung der erf indungsgemafien 
Wirksubstanz im Sinne der Erfihdung ist die aerogene, das 
heiat nasale Oder bronchiale Verabreichung der Wirksubstanz 
20 zur Prophylaxe oder Therapie derjenigen Virusinf ektionen, 

welche aerogen infizieren. Hierzu werden galenische Hilfsmit- 
tel und Zerstauber der Wirksubstanz verwendefc, wie sie dem 
Fachmann hinreichend bekannt sind. 




•J 




25 Eine weitere Ausftihrungsform der vorliegenden Erfindung 
betrirft ein Testsystem zum Auffinden von Wirksubstanzen, 
welche mindestens eine Komponente des NF-kB Signaltibertragung- 
sweges derart heinmen/ dass eine Virusvermehrung gehemmt wird f 
enthaltend a. mindestens eine mit mindestens einem Virus in- 

30 fizierbare Zelle, die den NF-kB SignalObertragungsweg enthalt 
und mindestens einen die Zellen inf izierenden Virus Oder b. 
mindestens eine mit mindestens einem Virus infizierte. 2elle, ■ 
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bei welcher mindeatens .eine Komponente des NF-kB signaliiber- 
tragurigsweges fehlt oder derekt mutiert ist. 

Zellen im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Zellen aus 
5 unterschiedlichen Organen und Geweben, beispielsweise Zellen 
der Blut- und Lymphgefafie, Zellen, die Korperhohlen ausklei- 
den. fibenfalls umfasst sind Zellkulturen, . besonders aolche, 
welche von 2ellbanken, beispielsweise der ATCC, zu erwerben 
sind, insbesonders permissive, eukaryotische Zellkulturen, 
.10 beispielsweise A549, 293, 293T und 293T7 {Homo sapiens), B82, 

NIH 3T ^' L92 aUS M " 3 musculus ' BHK aus Cricetus crdcetus, CHCr 
Sl'^jJ aus , Crtc&tulus griseus, MDCK aus Canis fsmUlaris, Vero, COS-1 

und COS-7 aus Carcoplihecus aethiops, sowie primare Embryo- ' 
Fibroblasten aus Gallus gallus (CEF cells) . 
• 15 • 

Beispielsweise wird .in dem erfindungsgemaUen Testsystem zum . 
Auf finden von Wirksubstanzen dupch Zugabe von Substanzen, vor- 
zugsweise in Konzentrationen' von' 0 . 001 uM bis 100 pM, und ' 
Viren in einer Partikelzahl, welche die ausgewahlte Zelle in- 
20 fizieren konnen, gepruft, ob eine Substanz in der Lage ist, 
die Virusvermehrung zu hemmen, ohne die Zelle zu schadigen. 

vorzugsweise handelt es sich bei dem in dem erf IndungsgemaJien 
Testsystem verwendeten Virus urn ein RNA- oder DMA-Virus, vor- 
25 3ugsweise um ein Influenza-virus. 





In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orra enthalt die Zelle a) des 
erfindungsgemafien Testsystems mindestens eine uberexprimierte 
Komponente des NF-kB Signalubertragungsweges, auch in Form von 
30 konstitutiv aktiven Mutanten dieser Komponenten, insbesondere 
durch Binftihrung eines oder mehrerer diese Komponente kodier- 
enden Gens bzw. Gene. Durch diese Oberexpression werden Sub- 
stanzen entdeckt, welche diese Komponente sowohl stark 
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inhibieren wie auch intrazellulfir 2U r Inhibition der Uberex- 
prinuerten Komponente eine hohe Kon.entration erreichen kon- 

■ z: 3 t: Kon : roiie ±st ±n •^■■•^ » — e rfindungsgemaBen . 

5 «u« 3x gna ia bertragungsweges . inhlbiett/ belspiQlsweiae durch 
die Einfahrung einer antisen.se DNA oder einer antisense m 
oder durch die Einfuhrung mindestens ein SS Gens kodierend fur 
mindestens eine .dominant-negative Hutante mindestens einer 
Komponente des NF-kB Signalubertragungsweges . 
. 10 Eine weitere AusfOhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 

; betrxfft ein Verfahren Z um Auffinden von mindestens einer er- 
frndungsgemaAen W irksubstan Z ZU r Prophylaxe und/oder Therapie • 
von Viruserkrankungen, velche die Vebnehrung von viren bei 
Viruserkrankungen hemmt bzw . hemen , enthaltend folgende 
15 Schritte: a. Inkontaktbringen mindestens eines erfindungs- 

gemaiien Testsystems mit mindestens einer potentially mrksub- 
stanz, und b. Bestimmung der Auswirkung auf die 
Virusvermehrung . 

20 ^^^-gen im Sinne dieser Erfindung kann beispielsweise " 
durch Zugabe der Nirksubstanzen in das Nahrmedium einer ' 
Sellkultur oder durch lokale oder systemische Verabreichung 
, der WirKsu bs tan Z en in. einen Organismus erfolgen. 

25 inkontaktbringen im Sinne der vorliegenden Br.indung u m fasst . 
.benfalls dre nach dem Stand der Technik ublichen Verfahren, ' 
die das Einfuhren von Substan Z en .in intakte Zellen erlauben, 
beaspielsweise Infektion, Transition, Transfektion und/odec 
Transformation und weitere dem rachmann bekannte Methoden 
30 Oxeee Verfahren sind insbesondere bevorzugt, wenn es sich bei 
der Substanz urn Viren, nackte NukleinsSuren, beispielsweise 
antrsense DNA und/oder antisense RNA, Viroide, Virosomen 
und/oder Liposomen handelt, wobei Virosomen und Liposomen 
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ebenfalls geeignet sind, neben einem Nukleinsauremolekul 
weitere Wirksubstanzen in die Zelle 'zu.bringen. 

DasBestimmen der Auswirkung auf die Virusvermehrung erfolgf 
5 beispielsweise durch Plague-Assays oder durch Bestimmung der 
HA-Units zum Vergleich des Virusfeitets b.ehandelter und nicht 
behandelter infizierter Zellen. 

• Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Er- 
10 findung betrifft ein Verfahren zur ,Herstellung eines Ar- 
zneimlttels' zur Prophylaxe und/oder Therapie von mindestens 
einer Virus erkrankung, welche die Vermehrung von Viren bei 
Viruserkrankungen hemmt bzw. ' hemmen, enthaltend f olgende 
■ Schritte: a. Durchfuhren eines erfindungsgemalten Testsystems 
15 und b. Veraetzen des/der aufgefundenen und in physiologisch 

wirksamer Dosis dosierten Wirksubstanz/en mit mindestens einem. 
Hilfs- und/oder Zusatzstoff und definierter galenischer 
Her'richtung. 

20 Vorzugsweise wird die Wirksubstanz gemafl vorliegender Br- 

findung fur die lokale oder systemische Verabreichung in einen 
Organismus mit Hilfe der dem Fachmann gelaufigen Methoden und 
Hilfs- und/oder Zusatzstoff en zu einem Arzneimittel 
zubereifcet. 

25 1 
Geeignete Hilfs- und Zusatzstoff e, die beispielsweise der Sta- 
bilisierung oder Konservierung des Arzneimittels oder Diag- 
nostics dienen, sind dem Fachmann allgemein bekannt (siehe 
z. B. Sucker H et al /, ' (1991) Pharmazeutische Technologie, 2. 

30 Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart) . Beispiele fur solche 
Hilfs- und/oder Zusatzstof fe sind physiologische 
Kochsalzlosungen, Ringer-Dextrose, Dextrose, Ringer-Laktat, 
entmineralisiertes Wasser, Stabilisatoren, Antloxidantien, 
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Kompl ex bildner, antimikrobie.ile Verbindungen, Proteinasein- 
hibitoren und/oder inerte Gase. 

Die lokale Verabreichung kann bei S p ie i s „ eise auf die Haut/ auf . 

5 die schleimhaut, in eine K6rperhohle, in .in or gan , in ein 

Gelenk oder in das Binde- oder Stutzgewebe nasal oder aerogen 

erfolgen. Die systamische Verabreichung erfolgt vorzugsweise 

dSn WtttJ «^ ^ die Peritonealhohle oder in die 
Bauchhahi'e . 



10 




D le Arzneimittelzubereitung enthaltend die erf indung Sgema6 e 
Wirkaubstanz richtet sich nach der Art der Wirksubstanz und 
der Art ihrer Verabreichung und kann beispielsweise eine 
• I^sung, eine Suspension, eine Salbe, ein Buder, eine Sprayform 
15 oder eine andere Inhalationszuberaitung darstellen. Vorzug- 
5W6iSe WerdSn ^^^otidaequenzen mit dem Fachmann be*annten 
Methoden in einen viralen Vector oder ein Plasmid eingefiigt 
und mit Hilfaatofxen far die Zeiltransf ektion versetzt 2u ■ 
dxesen Hilfsstoffen gehoren beispielsweise kationische Po- 
20 lymere oder kationische Lipide. Antisense-Oligonukleotide wer - 
den mit den dem Fachmann gelaufigen Methoden derivatiaiert, u* 
sxe vor dem enzymatischen Abbau durch DMAs en oder RNAsen zu 
schlitzen. 

25 Die Wirksubstanz gemafi der Erfindung kann in Form eines Sal- 
EsterS ' AmidS oder ais e^e Vorstufe vorliegen, wobei 
vorzugsweise nur Modif ikationen der Wirksubstanz verwendet 
werden, die kelne ubermafiige Toxizitat, Irritationen oder al- 
lergiaehe Reaktionen am Patienten ausiosen. 

30 

Die Wirksubstanz wird unter aterilen Bedingungen, mit einem 
physiologisch akzeptablen Tragerstoff und mbglichen Preserva- 
tive^ Purrern oder Treibmitteln, je nach Bedarr, vermiacht 
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Derartige TrMgerstoffe ftxr Arzneimittelzubereitungen sind dem 
Fachmann gelSufig. 

Bevorzugt wird die erf indungsgemafte Wirksubstanz in einer ein- 
5 maligen Dosis, besonders bevorzugt in mehreren Dosen vera- 1 
breicht, wobei die einzelnen Dosen die maximal tolerable qosis 
(MTD) der jeweiligen 'Wirksubstanz fttr den Menschen nicht aber- 
steigt. Vorzugsweise wird eine Dosis gewahlt, welche ? die 
Halfte der MTD betragt . Die Tagesdosis kann einmalig am Tag 
10 Oder in mehreren Teilportionen aufgeteilt tiber den Tag hinweg, 
vorzugsweise in etwa ' gleichen Zeitabstanden verabreicht 
werden* 

• Gemafi der vorliegenden Erfindung kann die Verabreichung 
15 eritweder lokal oder systemisch, nur an einem Tag oder Ober 
mehrere Tage taglich Oder an jedem zweiten oder dritten Tag 
taber mehrere Wochen erfolgen, bis eine therapeut'ische Wirkung 
sichtbar wird^ 



20 

Beispiel 1 : - Testsystem zur Auffindung von antiviralen 
Wirkstoffen 

Mit Hilfe retroviral'er Transduktion der humanen Lungenepithel- 
25 zellen A549, der caninen Nierenepitehlzellen MDCK und der Af- 
fenzellen Vero- wurden Zelllinien hergest^llt, welche stabil 
entweder eine dominant negative Form der IKK (IKK KD) oder 
eine dominant-interf erierende mutierte Form des Inhibitors von 
NF-kB, mlkB, exprimieren* Darttber hinaus wurden ebenfalls. ent- 
30 sprechende Linien generiert, welche eine aktive Form der IKK 
(IKK EE) exprimieren. Sowohl die Konstrukte als aueh Ihre 
wirksamkeit auf die NF-kB vermittelte Genexpression in Zellen 
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wurden bereits bes chrieben (Denk et al J* Biol chem 276, 
28451-28458, 2001). . 

2ur Generierung der stabilen Zelllinen wurde die ent- 
5 sprechenden cDNAs far IKK KD, mlkB und IKK EE in sense-" 

Orientier.ung in den retroviralen Express ionsye ktor .pCFGS IEGZ 
(Kuss et al. Eur J Immunol 29, 3077-308B, 1999) einkloniert, 
Neben- der Boteh-RNA des "gene of interest' kodiert d,ie Vektor 
DNA noch fur die Boten-RNA des -green fluorescent' protein" 
20 { GFP) , welches wahrend der Proteinsynthese ausgehend von einer 
internen Riboaomenbindestella exprimiert wird. Dies erlaubt 
die Identifizierung stabil transduzierter Zellen in der 
Durchf lusszytometrie . Dariiber hinaus verraittelt der Vektor ' 
eine Resistenz gegen das Antibiotikum Zeocin. Die ver~ 
15 schiedenen Expressions konstrukte sowie der .Leervektpr wurden 
mit Hilfe der Calciumphosphatprezipitation^mathode in die vi- 
rusproduzierende Zelline 0NX {Grignani etal./ Cancer Res 
58,14-19,1998) transfiziert (Denk et al., J Biol Chem 27.6, 
28451-28458, 2001) . Die Transf ektionsef f izienz wurde nach 24h 
20 anhand der GFP Expression kontrolliert und war in der 

GrdAenordrtuhg von 70-80%. Die Zellen wurden darauf hinftir ca, 
2 Wochen mit Img/ml Zeocin im Medium selektioniert . 

Zur Infektion der verschiedenen Zielzellen (AS 49, MDCK, Vero) 
25 mit den rekombinanten Retroviren wurden die retrovirushaltigen 
Mediumttberstande der virusproduzierenden Zellinien filtriert, 
mit 5 pg/ml Folybrene (Sigma) versetzt und auf frische Zellen 
gegeben. Die Infektion' erfolgte wsahrend 2mal 3-stttndiger 2en- 
trifugation (lOOOxg) an zwei' auf einander folgenden Tagen. Sta- 
30 bil transduzierte Zellen wurden 24h nach Infektion fur .zwei 
weitere Wochen mit 400-600 pg/ml Zeozin im Mediumiiberstand 
selektioniert, Nach der so erfolgten Generieruhg der stabilen 
Zellinien wurden sowohl diese als auch Wildtyp Influenza A 
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Wildtyp Zellen bestinant. 

5 

Parallel wurden MDCK Zellen m,, , 

n„ ft ,« <- ■ zellen mat Hilfe des Transf ektionsreagenz 

(Ludwig at al ., j Biol Che* 27«,10W0-10« f ;'- a0 01, nit den 
10 ««H n K ° n " rU,tten t »"f««. *Uta«. me Tra„e £ e k tio„- 

wie 6.1 den atabil.n tlnlan Inr . ktl<m ^ In£luen2a « 

n«t-. fow! olague virus ,rpv, „ it elner Mtwillut der 

di?lt« IT! 1 <M -°- 1 - 1 '.- "» — ■ „ U rde„ 

IS standard ,r 9eb1 ""^ «~ " ^^turaberatand in 

15 Standard Pl.gu.-Aaaay, auf ^ 2ellen • verglichen 

wurde auch hier der viruatiter von a virus- 

2 f sl Tr n 2elle "' «t de* Leervektor Oder 

transf iziert waren. 
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vLTtlf 8 " "** f ° lgenden »»"»*«- °*r Vergl.ich der 

Viruatiter von Influenza A Vlrua-inrlslarten ^ zellen 

wetne'.^^T*' "~ — — K~t, 

weiches IKK KD Oder mikR ov^i^t 

aer kiikb exprxmierte, traijsfi 2 lert wordeh 

ITv.rTh " ±n ° d " MkB -P^ierenden Zellen 

da. Ver„.„ru„ g der Viren nach 24h S u 5 0»-70. ge„e„»t „ar. En t- 

ZT T **" in °'"*"* ^ ch - di « — «■ ™ • 

»» e^ierten, ein steigerung der viruaver.ehrung. Dieae 

,» lerbl r/" en ^ "' ehre " n Un ^"««n.An sa t 2 en reprodua- 
EntSP " Ch "" d = ^nieae konnten auoh in den stabilen 
A54 3 , MDCK u„d vera Selllinian erhalt.n „erde„. .elche 
entweder IKK KD, MkB oder IKK EE e*pri„,i.rt.„, „obei oie 
grdaten E „e)cte in atabil tr.nsfizlerten A54S Sellen 
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beobachtet wurden. Hier -fuhrte eine He«u»ung der NF-kB Ak- 
txvxerung durcb m A oder mIkB 2U 6±ner ^ ^ 10 _ fachen 
Reduktion der .Virustite*, „* hra nd konstitutive Wivierung des 

. Signalwegs durch stabiXe Expres . sion von m EE ^ vlrusaug _ 
5 beute un, das zeh nfache verstarkte. • Diese Befunde zeigen, dass 

• Akt^vierung von IKK and. NF-kB essentiell far die Influenza 
Virus Verxnehrung iat -und die- spezifi sche Inhibition des . 
IKK/NF-kB Signaimoduls s zu einer signif ikanten Reduction der 
Virusproduktion fuhft. 

10. ' 

Beispiel 2: Henunung der viralen NF-kB Aktivierung und Reduk- 
tion der Influenza Virus in vitro 

15 2.1: AcetylsalizylsSure (ASS) 

Salicylate, wie ASS oder Sulf osalazine finden weitgehende 
klxnxsche Anwendung als Schmerzmittel und antiinf la^atorische 
Agenzien. Neuere Publikationen zeigen, dass die Se substanzen 
20 direkt.e und effektive Inhibitoren der IKK sind < yln et al 

Nature 3 96 , 77 - 80 , 1998; Web , r ^ ^ Gastroent " ' 

119,120*-!^ 2000 , wie auch in vitro die Vermehrung von In- 

*Til7ll7e TT k6nnen <Huang und Dietsch ' New Engi j Med 

319,797,1988 ,. U( Positivkontrolle diente so mit ASS . A549 
25 ^ungenepitbelzelien wurden Mit ansteigenden Konzentrationen 
v-on- ASS im Bereich 0,01 «M- 5mM beh andelt. Diese Konzentra- ' 

EiTlT 1 " 15 " ^ gSSamte I**-* i- Kulturmedium. 

Eine stunde nach Behandlung erfolgte Infektion mit den, Influ- 
enza A Virusstamm fowl plague virus (fpv, mit einer Multipliz- 
30 ^at der Infektion von 1 (M.O.X.-lj . Weitere 24h nacb 
Infektion wurden die Titer der neu gebildeten Vifen im 
Zellkulturaberstandin standard Plague-Assays auf HDCK Zellen 
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in einem zweiten Ansatz wurden MDCK Zellen ein Stunde vor In- 
_ ■ fekto.cn bzw . 2 wei und vier Stunden nach. mr.ktion mlt 5 mM ass 
behand.lt: Infektion und Nachweis der neu-gebildeten Viren 
5 erfolgte wie oben'. 

zeigten slchdie folgenden Ergebniaae.' Nach Vergleich der 
Virustiter aus A549 Kulturaberatanden 24h p.i'. vcn nicht ASS- 
• behandelten mlt ASS-behandelten Zellen ergab sich ein konzen- 
10 trationsabhangige Inhibition der Virusvermehrung, die jedoch ' 
erst dautlich war bei 5mM und hier 2 leg Stufen umfasate. Eine 
entaprechende hemmende Wirkung (> 2 log stufen) von 5*M ASS 
kennte auch bei infizierten MDCK Zellen becbachtet warden, 
. wobsi hier bei Zugabe von ASS 4h nach Infektich immer noch 
15 eine Reduktion der Virustiter urn da S 10-fache bewirkte. 

2.2: Pyrrolidine-dithiocarbamate (PDTC) 

20 Antioxidantien wie Pyrrolidine-dithiocarbamate (PDTC) sind 
hinlanglich als Inhibitor^ von NF-kB Aktivierung bekannt 
(Oberaicht in: Piette et al., Biol Chem 378, 1237- 12 45, i 997) . 
, Daher wurde unteraucht, ob auch .diese Substanzklasse .hemmend 
auf die Influenza Virus Vern.ehru.ng wirken kann. A549 Zellen 
25 wurden eine stunde vor Infektion mlt pdtc in Kcnzentrationen 
von 3-24 micromolar behandelt. Infektion und Nachweia der neu- 
gebildeten Viren 24h p.i. erfolgte wie fur ASS beschrieben in 
An- bzw. Abwesenheit von PDTC aber das gesamte Experiment. 

30 Es zeigten sich die fbloenrisn ff^.^i „„ , 

roJ - genden Brgebniase. Auch PDTC Behandlung 

fiihrte zu einer konzentrationsabhangigen Inhibition der Virus- 
titer in A549 zellen bis zu hin zu einer etwa 10-fachen Reduk- 
tion bei Gabe der maximal eingesetzten Konzentration von 24 
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M» z.i 9 to. „ ass die XKK und NP— kB 
Kant hemmenden Effekt ^jj* t * 9nia 



in der 

Maus 



10 3.1 



: i. p. /parenterals Verabreichung 



1/6 MSU3e Wui * B Mlt 5000 Influenza-Virus (Fowl 

ln 9 5 U : 0 T US '"^ naSSl lnfi2i * rt - - Xn fektion 1 

e 509* - 9mg/ml PBS , SiMdrich steinheim) Ur 

t^ ie : na r oi?end wurde ass (5 ° - - ^> 

Tbs ZIT " m J rinkW » SS « r -^elcht. Zur Kontrolle wurde 
PBS injizlert bzw, verabreicht . Kerpergewicht, Todesrate und 
banana, . ^^ixrunt. Pro Gruppe wurden 30 Mause 



bohandelt. 

20 



• tLT gtSn SiCh dle ' fo1 ^- Ergebnisse. wahrend inder ^ 

L g :r e ; lle Tiere an ~ ttberlebten . in Ko d er 

ASS Gruppe etwa 20% der Tie™* T «* i_ • 

m,erle benS2elt d « .« st ,r„ene„ r^'™ 
25 ,1.x* ««r KctroHgrupp, aeutHcn ver.ltog.rt. „ s . ln Kon3e „. 

i.ttot: i i e " sind * runs des — — ~ *•* *~ 

30 3-2: aerogene Verabreichung 

CS7 Bl/6 Mause wurden mit 5000 p fu/20u i b zw rait 10.000 pfu/20 
■X Influenza-Virus (Powl plagUe ^ ^ ^ 
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Bei Behandlu ngsb eginn am Tag o WU rde 30 

TracneotUbus eingefohrt und mit HiL " h ^ k ^ ^ 

5 Sachs Ele ktr0 ni k -„ arvard 7 Nebuli *«* (Hugo 
• (Verabreicbung von ^ m^"^ — sox 

' • der PrCUTsubstanzen wurde in einSen « ^reichung 
" 3 Oder X, und , wie J, ^ ^ ^ ^« - Tagen 2/ 

Behandlung m it. ASS an den Tagen 3 7^°"" G -*>P- .wurde die 

durchgefahrt p M r • ^ 3 ' 4 ' S ' 6 na <* Infektion 

geiunrt. P ro Gruppe wurden 5-6 Tiere fc,~h=^ 

w. it e„» ve„uch „„ den „, ch Behandlung 
15 Ta„ 3 ate Tl.r. get8t . t u „ d ^ J * SS »» *•« 1 ™ 

<J.»9e»ebe bestl^t. "onzentration in dam lun . 



.eigten sich die foigenden Srgebniese Ge .- ' ' ■ 

ASS reduzierten die viren in d T^ 3 *** Ge "ngere Dosen von. 
20 Oosen. sich ^ £ ^ ^ Hohe 

=r--, ~i£ - 

95 ver s torb weite ^n var die mittlere Oberlebenszeit der 

£ ::r;::;;",:; r e ~° — - — und 
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PatentansprOche 



« es NF-kB derart hemftt< das f 

pharma*eut iBcheil Z u S ™ 3et2ung zur Prophylaxe Und/oder 
Therapie von mindestens einer Viruserkrankung . 

2) Ve, wendung ^ einer ^Wirksubstanz nach Ahsptuchl/ 

^ K ° mPOnente «" NF-kB SignalObertragungsweges W 
^ ±St aUS de ? Gru PP Q bestehend aus "Tu^or necrosis 
factor receptor associated factor ( T raf> , NF _ kB ±nduclng 

r:^ K) ;-r togen ' activated pr ° te±n ^ 

™ ' Mlt ^— tivated protein kinase kinase kinase 
3 (MEKKK3 AKR mo use thymol Kinase (AKT) , TGPJi activated 

* Inhibit <TAK1) ' Inhib±t ° r ° f k±naSe 
Inhxbitor of NF-kB kinase beta (IKKbeta) , NEMO, Xnhibitor 

Zoof p,T ' RELA (P65> ' ^ RELB ' NF ~ kB1 WW>- «™» 
(plOO.), P50, P52 

3) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach eW der An- 
. sprache X bis 2 , wob ei die Wirksubstanz (en, aus' der Gruppe ■ 
bestehend aus "Inhibitoren einer Kinase des NF-kB sig- 
nalubertragungsweges, ..». nicht-steroidale antl- 
^lammatorische, die NF-kB Aktivierung inhibierende Su b- 
stanzen wie beispielsweise Phenylalkylsaurederivate wie 
beispielsweise Sulindac oder Private von sulindac.wie Su- 
Ixndac- Suiroxid, sulidac- Sulfon, Sulindac- sulfid, Benzy- 
lamid Sulindac-Analoga, SalicylsSurederivate, wie 
beispielsweise Salicylsaure oder Acetylsalizylsaure, Sal icy- 
Wd, salaoetamid, Ethenzamid, Diflunisal, oisalazin oder 
Salazosulfapyridin, Curcumin, Antioxidantien wie 
Pyrrolidine-dithiocarbamate (PDTC) , Oxicame wie 
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beispielsweise' Piroxicam, Vitamin E und Derivate hiervon, 
wie beispielsweise Pentamethyl-hydroxychron>an (PMC), 17 beta. 
Oestradiol und Derivate hiervon, Polyphenole des Tees wie 
beispielsweise (-) - epigallpeatechin-3-gallat (EGCG) , 
5 Bayll-7182, Peptide, welche die Interaktion von mindestens 
, zwei Komponenten des NF-kB Signalubertragungsweges in- 
hibieren, beispielsweise an NEMO bindende Peptide, Inhibi- 
toren des Proteosoms, beispielsweise ps-341 und Lactacystin, 
Antisense-Oligonukleotide, welche sich spezifisch an die 
10 . DNA-Sequenz oder m-RNA Sequenz kodierend fur eine Komponente 
des NF-kB Signaliibertragungsweges anlagern und deren Tran- 
, skriptipn oder Translation inhibieren, beispielsweise An- 
, tisense Nukleotidsequenzen spezifisch fUr p65 oder p50, 
Dominant negative Mutanten einer Komponente des NF-kB Sig- ' 
15 . nalubertragungsweges, dsOligonukleotide, die geeignet sind 
zur gezielten Degradierung der mRNAs einer Komponente des 
NF-kB Signalubertragungsweges durch die RNAi-Technologie, 
Antikorper Oder Antikarperfragmente spezifisch fur' eine Kom- . 
ponente des NF-kB Signalubertragungsweges, oder Fusionapro- 
20 teine, enthaltend mindestens ein' AntikSrperf ragment, 

beispielsweise ein Fv- Fragment, welche mindestens eine Kom- 
ponente des- NF-kB Signalubertragungsweges inhibieren 

4) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach eihem der An- 

25 sprtiche 1 bis 3, wobei die. Viruserkrankung durch Infektion 

mit RNA- oder DNA-Viren, vorzugsweise Inf luenza-Viren, her- 
vorgerufen wird. 

5) Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie von 

30 mindestens einer Viruserkrankung, enthaltend mindestens zwei 
voneinander verschiedene Wirksubstahzen, wobei mindestens 
eine Wirksubstanz aus der Gruppe gemafi Anspruch 3 ausgewahlt 
ist, wobei das Kombinationspraparat in Form eines Gemisehes 
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oder als einzelne Komponenten zur gleichzeitigen oder 
zeitlich unterschiedlichen Anwendung an gleichen oder unter- 
schiedlichen Orten anwendbar ist. 

5 6) Kombinationapraparat nach Anspruch 5, bei welchem mindestens 
eine antiviral wirkende Substanz 1-Adamantanamin, Riman- 
tadine, sin Neuraminidaseinhibitor oder ein Nukleosidanalo- 
gon wie Ribavirin ist. 

10 7) Verwendung eines Wirkstoffes oder Kombinationspraeparates 
nach einem dsr Ansprtiche 1 bis 6 fur die Prophyllaxe 
2'^ flSft und/oder Therapie einer Inf ektion mif Negativstrang-RNA 

~" Viren, im besonderen Influenza Viren oder Bornaviren. 

15 8) Verwendung eines Wirkstoffes oder Kombinationspraparat nach 
einem der Anspruche 1 bis 7 in einer Zubereitung fur die 
nasale, bronchiale oder aerogene Verabreichung, wobei der 
Wirkstoff in einer Konzentration vori 0,1 bis 4 mM in der 
Zubereitung vorliegt, wobei die Gesamtmenge des Wirkstoffes 
20 pro Gabeeinheit vorzugsweise, im Bereich von 0,1 bis 70 mg 
liegt, wobei die pharmazeutische 2usammensetzung mit der 
MaBgabe hergerichtet und konf ektioniert ist, dass die Tages- 
dosis beim Menschen 70 mg nicht uberschreitet . 





25 9> Tesfcsystem zum Auffinden von wirksubstanzen, welche auf 

mindestens eine Komponente des NF-kB Signaltlbertragungsweges 
derart wirken dass eine Virusvermehrung im wesentlichen ge- 
hemmt wird, enthaltend a. mindestens eine mit mindestens 
einem Virus infizierbare Zelle, die deh NF-kB Signaliibertra- 

30 gungsweg enthalt und mindestens einen die Zellen' inf izier- 
enden Virus oder b. mindestens eine mit mindestens einem 
Virus infizierte Zelle, die den NF-kB signalubertragungs'weg 
uberexprimiert . 
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. 10)Testsystem nach . Anspruch 9, wobei es sich bei dem Virus um ■ 
ein RNA- oder DNA-Virus, vorzugsweise um ein Influent-Virus 
handelt. 

5 , 

ll)T«t»ystem nach Anspruch 9 oder 10, wobei die Zelle minde- 
stens eine iiberexprimierte Komponente des NF-kB. Signalflber- 
tragungsweg, auc'h ih konstitutiv aktiv mutierter Form, 
enthalt. 

10 . . ' 

^.lajTestsystem nach einem der Anspruche 9 bis 12, wobei es eine 
-&H£M 26116 enthSlt ' in wel cher mindestens ein Gen ko diet end fur 

mindestens eine dominant negative Mutante. mindestens einer 

Komponente des NF-kB SighalUbertragungsweges uberexprimiert 
15 ist. •, , 

13) Testsys tern nach einem der Anspruche 9 bis 12, wobei es eine 

Zelle enthalt, in der die Expression fur mindestens eine 

Komponente des NF-kB Signalubertragungsweges iiberexprimiert 
20 ist. . 

14) Verfahren zum Auffinden von mindestens einer Wirksubstanz 
zur Frophylaxe und/oder Therapie von Viruserkrankungen, 
welche die Vermehrung von Viren bei Viruserkrankungen im 

25 wesent lichen hemmen, enthaltend folgende Schritte: a. In- 

kontaktbringen mindestens eines Testsystems nach einem der- 
Anspruche 9 bis 13 mit mindestens einer potentiellen Wirk- 
substanz, b. Bestimmung der Auswirkung auf die Virusverroe- 
hrung und c. Selektion einer potentiellen Wirksubstanz als • 
30 Wirkstoff, ,wenn die Virusvermehrung gegenuber einer 

Durchfuhrung der Sture a. jedoch ohne potentielle Wirksub- 
stanz oder mit einer Wlrk-Ref erenzsubstanz Oder mit einer 
Kontrollsubstanz verringert ist. 
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. 15)ver£ahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophy- 

laxe und/oder Therapie von mindestens einer viruserkrankung; 
welches die Verxnehrung von vi„n bei v^er^ungen ittt 

.5 wesentlichen hemmt bzw. hemmen, enthaltend folgende 

Schritte:. a. Durchftthren eines Testsystems nach einem der 
AnsprCiche 9 bis 14, b. Versetzen des/der .auf gefundenen 
Wirksubstanz/en in physiologisch. wirkaamer Dosis mit minde- 
stens einem Hilfs- und/oder Zusatzstoff und definierter ga- 

10 lenischer Herri chtung. 



15 




30 
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Zusaxnmenf assung 

Die vorliegende Brfindung betrifft die verwendung bevorzugt 
mindestens einer Wirksubstanz zur Prophylaxe und/oder Therapie 
5 einer Viruserkrankung, wobei diese ■ Wirksubstanz mindestens 
eine Komponente des zellularen Signalubertragungsweges zur 
Aktivierung des Trans kriptionsf aktors NF-kB derart henunt, dass 
die Virusvermehrung gehemmt wird. Die vorliegende Brfindung 
betrifft des weiteren <}ie lokale, bevorzugt die aerogene Vera- 
10 breichung des erfindungsgemaAen Wirkstoff'es zur Hemmung einer 
Virusvermehrung*. Die erf indungsgemafle Wirksubstanz kann mit 
mindestens einer weiteren antiviral wirksamen Substanz zur 
Prophylaxe und/oder Therapie einer- Viruserkrankung kombiniert 
warden. 

15 ' 



20 




25 



30 
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